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(57) Abstract 

An oligonucleotide designated as "Aptastruc" is disclosed, characterized in that it has an affinity for a non-linear DNA or RNA target 
nucleic acid sequence, and. particularly, that it is at least partially composed of a nucleic base sequence thai prevents a canonical interaction 
with the target sequence from taking place and forms a complex with said target sequence. 

(57) Abrlge' 

ui if P J rtscnl< : invcntion a Pour objet un oligonucleotide dit Aptastruc caractense* en ce qu'il prfsente une affinity pour une sequence 
able i d acide nucldique ADN ou ARN a structure non lineaire. En particulier, il est constituC au moins en partie, d'une sequence de bases 
nucleiques qui ne permet pas une interaction canonique avec la sequence cible et il forme un complexe avec ladite sequence cible 
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"OLIGONUCLEOTIDE RECONNAISSANT UNE SEQUENCE D'ACIDE NUCLEIQ.UE A 
STRUCTURE NON LINEAIRE, APPUCATION A DES FINS THERAPEUTIQUES ET 
PROCEDE DE PREPARATION" 

La prtsente invention conceme des composes oligonucieotidiques, 
Ieurs applications, notamment k des fins therapeutiques ainsi qu'un 
procede de preparation. 

L'association d'un oligonucleotide avec une portion d'un acide 
5 nucieique cible peut bloquer un processus biologique important dans 
lequel cet acide nucieique, ARN ou ADN, est engage. Cette strategic dite 
antisens, peut permettre de reguler de facon selective l'expression de tout 
gene dont la sequence primaire est connue. Dans cette approche devenue 
classique, l'association entre les deux sequences, antisens et cible, repose 
10 sur la formation de structure en double brin impliquant des paires de 
bases Adenine-Thymine (Uracile) et Guanine-Cytosine par le biais de 
liaisons hydrogenes dites de "Watson-Crick". Le succ£s de cette approche 
depend en partie de 1'accessibilite de la sequence cibiee, c'est-a-dire de sa 
disponibilite pour engager les liaisons hydrogenes avec la sequence 
15 compiementaire. Or les acides nucieiques monocatenaires, tout 
particulierement les ARN, adoptent, par suite de repliements complexes, 
des structures secondaires ou tertiaires qui peuvent considerablement 
affaiblir ou meme rendre inoperants les oligonucleotides antisens 
traditionnels, c'est-i-dire cibies sur une sequence en simple brin. Si la 
20 sequence visee par 1'oligonucieotide antisens est impliquee dans de telles 
structures les repliements intra-moieculaires entrent en competition avec 
l'association de roligonucieotide a sa cible. 

En particulier, les ARN monocatenaires, messagers, pre-messagers 
ou viraux peuvent adopter, dans des conditions d'environnement defini, 
25 des structures repliees conduisant localement k des conformations 
complexes. Les epingles a cheveux et les pseudo-noeuds constituent des 
exemples de telles structures tridimensionnelles. 

A cote de l'approche dite antisens, une autre application des 
oligonucleotides est fondee sur la reconnaissance ADN-proteines. Dans 
30 cette approche roligonucieotide joue le role de piege a proteines, 
notamment des facteurs de transcription, selon des modes d'interaction 
ADN-proteine inconnus. 
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Des techniques pour selectionner des oligonucleotides 
reconnaissant une structure peptidique donnee ont ete developpees sous 
divers noms : "SELEX" (1990, Science. 249, 505), "APTAMERES" (1990, 
Science, 250, 1104 et 1 149), et "PET" (1992, TIBTECH, 10, 87). 

Dans ces methodes on genere par la synthese chimique une 
bibliotheque tres large de toutes les sequences aleatoires possibles d'ADN. 
Ces sequences sont criblees a travers une colonne ou un filtre lie au 
ligand (chromatographic d'affinite) et cette premiere selection permet de 
retenir un certain nombre de sequences possedant la bonne affinite 
recherchee. Ce melange est ensuite amplify par PCR et le cycle est 
recommence. Les Stapes successives de selection et d 'amplification 
resultent en un enrichissement exponentiel des sequences possedant la 
fonction recherchee, jusqu'a predominance de la sequence possedant la 
plus forte affinite. Cette technique permet dans une premiere etape, la 
15 selection d'un ou de plusieurs fragments oligonucleotidiques qui 
presentent la bonne affinite vis a vis du ligand et dans une deuxieme 
etape, ces oligonucleotides sont etudies pour leurs proprietes biologiques 
(inhibition, activity enzymatique). 

Le ciblage de regions d'acide nucleique a structure non lineaire par 
20 un oligonucleotide ne tenant pas necessairement corapte des interactions 
de type Watson-Crick (approche antisens) ou Hoogsteen (approche "triple 
helice"), c'est-a-dire dont la sequence n'est pas necessairement deduite de 
la sequence primaire de la cible, n'a jamais ete propose. 

La presente invention concerne des oligonucleotides qui ne sont 
25 pas diriges contre une sequence lineaire d'acide nucleique mais 
prennent en compte les structures locales non lineaires notamment les 
conformations tridimentionnelles de la cible. 

Plus precisement, la presente invention a pour objet un 
oligonucleotide dit "Aptastruc", caracterise en ce qu'il presente une 
affinite pour une sequence cible d'acide nucleique ADN ou ARN a 
structure non lineaire. 

On entend ici par "affinite" le fait que 1'oligonucleotide Aptastruc 
forme un complexe stable avec la sequence cible. L'affinite pour la cible 
peut etre determinee par tout moyen connu : 



30 
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- soit par une reduction de mobility eiectrophoretique, le complexe 
migrant moins vite que la cible libre, 

- soit par chromatographic ^oligonucleotide Aptastruc etant 
retenu dans la colonne sur une phase greffee avec la structure cible, 

S - soit par spectrophotom&rie d'absorption UV. La dissociation des 

complexes formes par les acides nucleiques s'accompagne d'une 
augmentation d'absorbance k 260nm. L'enregistrement de ce paramfctre 
en fonction de la temperature conduit k des courbes de fusion 
caract£ris6es par un point d 'inflexion k une temperature dite de demi- 
10 transition (Tm) lorsqu'on se trouve en presence d'un complexe. 

Les oligonucleotides, selon la presente invention ne sont pas deduits 
de la sequence primaire de la cible selon les regies d'appariement Watson- 
Crick ou Hoogsteen, mais sont seiectionnes par affinite, au sein d'une 
population generee au moins en partie par synthese aieatoire et des 
15 techniques classiques d 'amplification qui permettent apres clonage et 
sequencage, d'identifier des oligonucleotides dits Aptastruc, c'est-^-dire 
des oligonucleotides aptes k reconnaitre une structure non lineaire. 

La presente invention concerne en effet le ciblage de regions 
d'acides nucleiques k structure non lineaire par des oligonucleotides 
20 reconnaissant ces regions obtenues selon un processus en deux etapes : 

a) production d'une population d'oligonucieotides de sequences au 
moins en partie aieatoire, et 

b) selection par affinite au sein de cette population, des 
oligonucleotides aptes & reconnaitre la region a structure non lineaire. 

25 Les oligonucleotides Aptastrucs ainsi seiectionnes sont alors 

amplifies, puis clones et sequences. 

Un oligonucleotide Aptastruc, selon l'invention est done un 
oligonucleotide interagissant specifiquement avec une structure non 
lineaire. La facon dont il est obtenu, prend en compte les particularites 

30 tridimensionnelles de la cible sans que la sequence de l'oligonucieotide 
Aptastruc puisse etre predite de fagon rationnelle compte tenu des 
connaissances actuelles sur les structures des acides nucleiques. En 
particulier, I'association entre 1'Aptastruc et sa cible met en jeu des 
interactions physico-chimiques eiementaires (liaisons hydrogenes, 
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empilements) entre bases nucteiques, des deux partenaires. Ces complexes 
peuvent 6ventuellement faire intervenir des interactions non encore 
identifies dans les structures d'acides nucl&ques naturels connues k ce 
jour. 

5 En particulier, Toligonucltotide Aptastruc selon l'invention est 

caract£ris£ en ce qu'ilcomporte une sequence de bases nucl&ques qui ne 
permet pas une interaction canonique avec la sequence cible et qu* il 
forme un complexe avec ladite sequence cible. 

On entend ici par "interactions canoniques", les interactions mises 
10 en jeu dans la formation de paires de base du type Watson-Crick ou de 
triplets de bases Pyrimidine. Purine. Pyrimidine ou Purine. Purine. 
Pyrimidine faisant intervenir des liaisons hydrogenes dites Hoogsteen. 

On entend par "complexe" que ^oligonucleotide selon l'invention 
forme un complexe suffisamment stable avec la sequence cible pour 
15 presenter notamment une mobility £lectrophor£tique r&iuite sur gel de 
polyacrylamide en conditions non ddnaturantes lorsqu'il est mis en 
presence de la sequence cible. 

La complexation selon la presente invention peut faire intervenir 
des liaisons hydrogenes intramoleculaires entre bases nucleiques 
20 £ventuellement tres eloign£es dans la sequence primaire. Ces liaisons 
hydrogenes peuvent etre non conventionnelles, c'est-a-dire etre formdes 
entre paires de bases autres que A-T(U) ou G-C. Les structures dans 
lesquelles elles sont impliquees peuvent etre d'un type non identify k ce 
jour. Enfin, les methodes de calcul conformational existantes peuvent 
25 etre incapables de les pr£dire. 

^oligonucleotide selon 1'invention, peut eventuellement comporter 
en outre une courte sequence complementaire de la sequence cible 
appetee "ancre" qui permet de favoriser ^interaction et ameliorer la 
cinetique dissociation dans le procede de selection selon l'invention : la 
30 majeure partie de la sequence complete de ^oligonucleotide £tant une 
sequence qui ne permet pas d'interaction canonique. 

En particulier, lorsque Ton a certaines donnees sur la sequence 
cible, notamment lorsque la sequence cible, bien que comportant une 
structure non lineaire, comporte egalement un fragment simple brin a 
35 structure lindaire adjacent a ladite structure non lineaire, 
Toligonucieotide s.elon la presente invention peut comporter une 
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sequence compiementaire d'une partie dudit fragment simple brin 
lineaire de la cible et le reste de la sequence -constituant sa majeure 
partie, notamment au moins 70 %- est une sequence qui ne permet pas une 
interaction canonique avec la sequence cible. 
5 Ainsi l'oligonucieotide forme un complexe plus stable avec la 

sequence cible que le complexe forme par un oligonucleotide constitue 
par la seule sequence compiementaire dudit fragment simple brin k 
structure lineaire, avec la m£me sequence cible. 

Comme mentionne prdc^demment, la comparaison de la stability des 
10 complexes formes par les deux oligonucleotides Oligonucleotide 
Aptastruc et l'oligonucieotide compiementaire du fragment lineaire) avec 
la sequence cible peut etre determine par la mesure de leur temperature 
de demi-transition. 

On peut egalement realiser des experiences de competition entre les 
15 deux oligonucleotides par chromatographic ou par mobilite sur gel 
d'electrophorese. Pour ce faire, on dose les quantites respectives 
d 'oligonucleotides non retenues par la colonne de chromatographic 
comportant une phase greffee avec la sequence cible ou les quantites 
respectives d'oligonucieotides necessaires pour ralentir la mobilite de la 
20 sequence cible sur gel d'eiectrophorese. 

Lorsque la sequence cible presente une structure auto- appariee en 
epingle a cheveux prolongee par une region simple brin non appariee, la 
sequence de l'oligonucieotide Aptastruc est pour partie compiementaire de 
la sequence de ladite region simple brin. 
25 On entend ici par "epingle k cheveux" une sequence comportant 

une boucle non auto appariee, encadree par des fragments 5' et 3* qui sont 
apparies entre eux. 

De fagon appropriee, un oligonucleotide Aptastruc selon 
Tinvention comporte de 15 a 50 nucleotides. 
30 Lorsque l'oligonucieotide peut comporter une sequence 

compiementaire de la sequence cible, il comprend en particulier un 
fragment de 0 k 10 nucleotides compiementaires d'une region simple brin 
de la sequence cible, lequel est couple k un fragment de 10 k 35 nucleotides 
non compiementaires de la sequence primaire de la sequence cible. 
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L'association entre 1'oligonucieotide Aptastruc et la structure cible 
peut inhiber un processus biologique : traduction d'un ARNm, maturation 
d'un prd-ARN, transcription inverse d'un ARN retroviral. Le complexe 
Aptastruc/structure peut empecher : 
S a) la fixation d'une proline ou d'une enzyme sur la structure , 

b) interaction ou la progression d'un complexe macromoieculaire, 
charge de decrypter information genetique portee par la cible, 

ou 

c) la transition de la structure d'une forme X vers une forme Y 
10 (signal). 

Si la structure cible appartient a un pathogene, 1'oligonucieotide 
Aptastruc peut constituer un moyen de contrdler le developpement de ce 
pathogene. 

La presente invention a en particulier pour objet un 
15 oligonucleotide, caract£ris6 en ce que la sequence cible est une sequence a 
structure non lin&ure d'un acide nucieique ADN ou ARN qui commande 
I'expression d'un gbne applique dans une pathologie humaine ou animate, 
et en ce qu'il permet le blocage du developpement d'un virus, d'une 
bacterie ou d'un parasite. Un oligonucleotide selon I'invention, constitue 
20 done un medicament, notamment anti-viral, anti-bacterien ou anti- 
parasitaire. 

D'un point de vue chimique, les oligonucleotides Aptastrucs 
peuvent etre des oligonucleotides conventionnels obtenus par synthese ou 
generes in situ par transcription de la sequence adequate placee en aval 

25 d'un promoteur approprie, ou des oligonucleotides synthetiques 
chimiquement modifies notamment sur le squelette phosphodiester 
(liaison phosphoramidate, phosphorothioate, phosphorodithioate, methyl 
phosphonate), sur le sucre (2'-0-alkyl) ou sur le nucleoside en 
particulier d'anomerie a. 

30 En outre, les oligonucleotides Aptastrucs peuvent etre des vecteurs 

actifs tels que ribozymes, ou oligonucleotides conjuges a des groupements 
chimiques susceptibles d'induire des coupures ou des pontages sur la cible. 

Pour les applications in vivo on utilise de preference des 
oligonucleotides Aptastrucs resistants aux nucleases. 
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Le processus initial de production et de selection reste inchange : 

a) synthase d'une population d'oligonucieotides en s£rie 
phosphodiester p , 

b) selection par affinity pour la structure cible, 
5 c) clonage et s£quencage. 

Une fois ^oligonucleotide Aptastruc identifie, il peut alors etre 
synthetise et utilise en s£rie ribo ou desoxyribo-nucieotide ou meme 
comportant toute modification chimique susceptible de lui conferer un 
avantage par rapport aux oligom^res conventionnels, par exemple du type 
10 phosphorothioate ou 2'-0-methyl selon des methodes connues. 

Un intent des oligonucleotides Aptastrucs reside done dans le fait 
qu'aucune connaissance structurale prealable n'est en principe requise 
tant du point de vue de la sequence cible que du point de vue de 
Toligonucteotide. 

!5 La presente invention permet la selection d'oligodesoxynucieotides 

diriges contre des motifs essentiels au developpement d'un virus, 
notamment du virus de l'lmmunodeficience Humaine. Les cibies peuvent 
etre constitutes par le site PBS (Primer Binding Site) sur lequel est realise 
l'initiation de la copie ADNc avant integration d'une part et par un 

20 element du genome retroviral avant encapsidation d'autre part. 

D'autres elements ARN fonctionnels peuvent etre definis sur la base 
des donnees de la litterature. 

On cite en particulier les exemples suivants. 
1. La sequence mini-exon des trypanosomatides 

25 Chez les parasites protozoaires de la famille des trypanosomatides 

tous les ARN messagers commencent par un meme motif, long de 39 
nucleotides, la sequence mini-exon. Cette sequence, acquise lors d'un 
processus de maturation particulier joue un role essentiel lors de 
Tepissage et de la traduction. Chez les leishmanies cette sequence mini- 

30 exon adopte une structure en epingle £ cheveux qui affaiblit 1'effet des 
oligonucleotides antisens conventionnels, cest-i-dire complementaires de 
Tepingle ouverte. En effet, le bilan energetique de la formation du 
complexe prend en compte renergie k fournir pour rompre les paires de 
bases de la tige de repingle. Un oligonucleotide Aptastruc reconnaissant 

35 cette structure de la sequence mini-exon peut au contraire stabiliser 
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l'epingle. On sait que les ribosomes ont une capacity limitee pour rompre 
les structures secondares, et decoder le message. En dehors de tout autre 
effet 1'oligonucieotide Aptastruc fixe & l'epingle mini-exon peut bloquer 
la traduction des ARNm et done le developpement du parasite. Bien que peu 
5 de choses soient connues sur le role du mini-exon, il est clair que cette 
sequence joue un rdle cl£ lors de l'epissage. Selon la prtsente invention, 
un oligonucleotide Aptastruc fixe au mini-exon peut bloquer la maturation 
des messagers. L'ensemble de ces effets sur la production d'ARNm murs et 
sur la synthase prot6ique fait done de cette oligonucleotide Aptastruc une 

10 molecule leishmanicide. 

Certaines leishmanioses sont de nature cutanees ou 
cutandomuqueuses. Les lesions et les parasites sont externes, e'est-^-dire 
accessibles k la lumifcre. Une fois 1'Aptastruc identify on peut lors de la 
synthase lui lier un photosensibilisateur (groupement psoratene), 

15 g^n^rant ainsi un oligonucleotide Aptastruc photoactivable qui peut etre 
plus efficace que Poligonucieotide Aptastruc non modifie, puisque 
susceptible d'inactiver definitivement la cible. Pour d'autres applications 
(leishmanioses viscerales, par exemple) on peut lier 1'oligonucieotide 
Aptastruc & des agents de coupure du type complexe metallique capables de 

20 produire des coupures par differents mecanismes. 
2. La sequence TAR du retrovirus HIV 

La regulation de Texpression des genes chez le retrovirus de 
rimmunodeficience humaine (V1H) est assuree notamment par la fixation 
d'une proteine appeiee TAT sur une sequence particuliere : la sequence 

25 TAR. Cette sequence est structure sous forme d'eptngle imparfaite, 
certaines bases de la tige n'etant pas appariees. La position des bases 
nucieiques de TAR interagissant avec la proteine TAT a ete determinee par 
mutation ponctuelle systematique. Les elements des pour l'interaction 
TAT-TAR sont connus et Ton sait qu'en certaines positions la substitution 

30 d'une base nucieique par une autre (ou sa deletion) abolissent la 
formation du complexe et par consequent perturbent l'expression des 
genes du retrovirus qui dependent de TAT. La structure TAR peut faire 
l'objet d'une interaction avec un oligonucleotide Aptastruc. La formation 
du complexe TAR-Aptastruc peut perturber la fixation de la proteine TAT et 

35 done deregler la synthase des proteines virales qui dependent de TAT. 
Compte tenu du role joue par TAT, 1'oligonucieotide Aptastruc anti-TAR 
peut done constituer une nioiecule anti-HIV. D'autres structures 
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secondares ont ete identifies dans le genome de HIV, en particulier dans 
la region d'initiation de la transcription inverse (PBS). Sous certaines 
conditions, la transcriptase inverse peut etre arretee par fixation d'un 
oligonucleotide. Un oligonucleotide Aptastruc anti-structure PBS peut 
5 done agir comme inhibiteur de la transcriptase inverse. 
3. L'eiement IRE 

Si la plupart des elements de regulation de I'expression des genes se 
trouvent au niveau de la transcription, des elements intervenant au 
niveau de la traduction commencent & etre identifies. Ces motifs, situes soit 

10 en amont soit en aval de la sequence codante, agissent au niveau de la 
traductibilite ou de la stabilite de TARN messager qui les contient. Ainsi le 
motif IRE (Iron Responsive Element) est une sequence qui intervient dans 
le controle de l'expression des genes de la ferritine et de la transferrine. 
On peut replier cette sequence IRE sous forme d'une epingle k cheveux. 

15 Situee en 5' du message de la ferritine, elle module le niveau de traduction 
de PARNm de la ferritine ; placee en 3' de l'ARNm de la transferrine, elle 
regule son temps de vie. On sait depuis peu que l'eiement IRE est reconnu 
specifiquement par un facteur proteique. La fixation d'une proteine sur 
l'eiement IRE en absence de fer bloque la traduction de la ferritine et 

20 protege l'ARNm de la transferrine. En presence de fer, le facteur 
proteique se dissocie de l'eiement IRE entrainant la synthese de ferritine 
et la degradation de l'ARNm de la transferrine. On peut done seiectionner 
un oligonucleotide Aptastruc contre l'eiement IRE Le complexe Aptastruc- 
1RE perturbe la fixation du facteur proteique et, probablement, la 

25 regulation des messages correspondants. Certains desordres metaboliques 
du fer pourraient trouver leur origine dans des elements IRE defectueux. 
Dans ce cas on peut cibler ces IRE mutants par un oligonucleotides 
Aptastruc et reintroduce un gene fonctionnel par therapie genique. 
^oligonucleotide Aptastruc et le gene sauvage peuvent d'ailleurs 

30 etre suppiees au cours de la meme operation : une fois la sequence 
aptastruc identifiee, on peut realiser une construction plagant cet 
aptastruc en aval d'un promoteur adequat, conduisant, apres transfection, 
k la production in situ d'un oligoribonucieotide Aptastruc. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de 

35 selection in vitro d'un oligonucleotide Aptastruc, caracterise en ce que : 
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a) on prepare une population d'oligonucleotides candidats de 
sequences aieatoires, 

b) on met cette population d'oligonucleotides candidats en presence 
de la sequence cible, les candidats etant en exc£s, de preference large 

5 excfes, par rapport & la sequence cible, 

c) on isole les oligonucleotides qui forment un complexe stable avec 
la sequence cible, 

d) on amplifie les echantillons d'acides nucieiques isoies & 
retape c), 

10 e) on reit^re plusieurs fois les etapes b) et c), en particulier on 

reitere de 1 k 30 fois lesdites etapes. 

Une population d'oligonucleotides de sequences aieatoires est 
synthetisee au hasard par introduction simultanee des quatre nucleotides 
pour chaque position. 

15 Le melange de candidats est mis en presence de la sequence cible 

dans des conditions qui imposent une competition entre oligonucleotides 
pour 1'association & celle-ci. Les complexes stables formes peuvent etre 
isoies par chromatographic d'affinite, par electrophone en conditions 
non denaturantes ou encore par retention sur filtre de nitro-cellulose. La 

20 sequence cible alors eiiminee et les candidats seiectionnes au cours d'un 
premier cycle peuvent etre amplifies par polymerisation en chaine (PCR) 
a l'aide de Taq polymerase commerciale. Une seconde generation de 
candidats est alors k son tour soumise au meme processus de selection- 
amplification selon les memes conditions. Cette operation peut etre repetee 

25 x fois (1 < x < 30). L'enrichissement de la population est periodiquement 
evalue notamment en terme d'affinite moyenne pour la cible, determinee 
de facon relative notamment par mobilite retardee sur gel 
d'eiectrophorese. A la suite de ces x cycles de selection, les candidats sont 
clones dans un vecteur approprie, d'origine commerciale et propages dans 

30 des bacteries competentes. Une fois les plasmides purifies, les inserts 
seront sequences. 

Dans un mode de realisation particulier le procede selon I'invention 
comporte les etapes suivantes : 

a) on prepare une population d'oligonucleotides candidats 

35 presentant de 5* en 3* : 

- une .sequence correspondant a un premier site de restriction ; 
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- un premier fragment de sequences compiementaires d'une partie 
d'un fragment simple brin k structure lineaire de la sequence 
cible ; 

- un second fragment de sequences aieatoires, et 

5 - une sequence correspondant k un deuxi&me site de restriction. 

b) on met cette population d'oligonucteotides candidats en presence 
de la sequence cible, et d'un oligonucleotide dit seiecteur, Iedit 
oligonucleotide seiecteur etant compiementaire k une partie dudit premier 
fragment, et les oligonucleotides candidats et seiecteurs etant en exc£s par 

10 rapport k la sequence cible, 

c) on soumet I'echantillon d'acides nucieiques obtenus k retape b) k 
une etape de digestion par une enzyme ayant pour substrat le complexe 
d'hybridation forme par roligonucieotide seiecteur et la partie dudit 
premier brin dont il est compiementaire, de sorte que les candidats ayant 

15 une affinite pour la sequence cible restent intacts et les autres apres 
association au seiecteur sont coupes, 

d) on ajoute des amorces 1 et 2 compiementaires respectivement des 
extr£mites 3' et 5' des oligonucleotides candidats, lesdites extreraites 
correspondant auxdits premier et deuxteme sites de restriction, 

20 e) on effectue une amplification enzymatique de 1'ADN de 

Pechantillon, 

f) on reit£re eventuellement les etapes b) k e) plusieurs fois, 
notamment de 1 k 30 fois, et 

g) on isole une oligonucleotide parmi ceux obtenus a l'etape f). On 
25 peut identifier l'oligonucieotide par clonage et sequengage. 

Ce procede pr^sente 1'avantage d'eviter une etape d'isolation par 
separation des oligonucleotides obtenus apr£s chaque cycle de 
selection/amplification des etapes b) a e). 

30 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumidre de l'exemple detaille de realisation qui va suivre, 
relatif a la reconnaissance d'une epingle a cheveux Py-Pu. 
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La figure 1 represente les sequences du fragment d'acide 
nucieique cible, des oligonucleotides candidats, de l'oligonucieotide 
seiecteur, des amorces 1 et 2 et de 3 oligonucleotides aptastrucs Ci,C 2 et C 3 
decrits dans Pexemple qui suit. Le site de liaison du seiecteur sur les 
5 oligonucleotides candidats est surligne et le site de fixation des candidats 
sur la cible est souiigne. Le site SacI utilise pour la selection est encadre. 
La region variable des candidats est indiquee par ...NNN... oil N est A, C, G 
ouT. 

La figure 2 decrit le schema du procede de selection - 
10 amplification. 

La figure 3 represente un schema hypothetique d'une possible 
structure double epingle k cheveux resultant de la formation d'un 
complexe entre une sequence cible en epingle k cheveux et un 
oligonucleotide Aptastruc selon la presente invention. 

La figure 4 represente un gel d'analyse par electrophone 
d'oligonucieotides candidats en absence de la sequence cible (voir 1 i 3) ou 
en presence de la sequence cible en epingle k cheveux (voir 4 k 6). 

La figure 5 represente des courbes de fusion de sequence cible en 
epingle k cheveux en l'absence (O) ou en presence de l'oligonucieotide 
20 Aptastruc C 3 (•). Les concentrations en oligonucleotides etaient de 0,7 uM 
dans un tampon TrisSO mM, HC1, pH 6 et 10 mM MgCl 2 . L'absorbance UV a 
ete enregistree a 260 nm en fonction de la temperature a partir de 15°C. 
EXEMPLE I 

On a applique le procede de selection selon la presente invention a 
25 une sequence cible longue d'une cinquantaine de nucleotides. Cette 
sequence est susceptible de se replier pour donner naissance a une 
epingle comportant : 

a) une boucle de 8 nucleotides et, 

b) une tige formee de 13 paires de bases appariees. 
Cette tige comporte sur la branche amont (5') une suite de 10 

purines (Pu) et bien sur, la branche aval (3 1 ) comprend 10 pyrimidines 
(Py). En outre, une serie de six purines est situee dans une partie en 
simple brin a la base de la tige. Cette region simple brin est proche de 
Textremite 5' de Toligonucleotide. Les six purines precedent 
35 immediatement la branche amont. On a done une succession de 16 purines 
dont les 10 derhieres sont appariees par liaisons hydrogenes classiques 
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(Watson-Crick). Les candidats longs de 45 nucleotides, component done 
une partie fixe du c6te 5' comprenant un site de fixation pour l'amorce 
utilisee en PCR, un site de restriction pour Tenzyme Sac I ( et dix 
pyrimidines dont la sequence est en partie comptementaire de six purines 
5 en simple brin. Cette partie fixe 5' est suivie d'une region de composition 
aieatoire de 16 bases puis d'une partie fixe en 3' comprenant le site de 
fixation pour la deuxteme amorce PCR (Hg 1). La selection des candidats, 
ddcrite dans la figure 2, implique un oligonucleotide seiecteur. 
L'association d'un candidat et du selecteur conduit a la formation d'un site 
10 de restriction. Ce site de restriction est place de telle fagon que les 
candidats fixes sur la structure cible ne peuvent s'associer au seiecteur et 
sont done proteges de Taction de Sac I. A Tissue de la selection les 
candidats non associes £ la cible ont done perdu le site de fixation de 
Tamorce 5' et ne sont done pas amplifies (Fig. 2). 
15 0n demontre que la structure Py-Pu de la sequence cible peut 

former un complexe stable avec un oligopyrimidine long de 26 
nucleotides. Cet oligopyrimidine forme, dans sa partie 5\ 6 paires de bases 
Watson-Crick avec la region purine en simple brin de Tepingle Py-Pu de 
la sequence cible. Selon une hypothese, la partie 3' de Toligopyrimidine se 
20 replie pour interagir avec le double brin comportant 16 purines. 
L'ensemble constitue un complexe double epingle (schema 1, Figure 3) qui 
peut bloquer Talkylation chimique ou la digestion de Tepingle Py-Pu par 
Tenzyme Rsa I qui possede un site a proximite de la boucle. 

Pour generer des oligonucleotides Aptastrucs, dans un premier 
25 temps, on produit une population d'oligodesoxyribonucieotides 
synthetiques conventionnels longs de 45 nucleotides composes (de 5' vers 
3'): 

a) d'une sequence comportant un site de clonage et de restriction et 
un site de fixation de la premiere amorce PCR 
30 b) des six pyrimidines compiementaires de la sequence purine en 

simple brin & la base de Tepingle Py-Pu, 

c) de quatre thymines constituant la boucle dans le complexe double 
epingle, 
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d) d'une sine de seize nucleotides aleatoires, un melange des quatre 
synthons etant introduit systematiquement k chacune de ces seize 
positions, et 

e) d'une sequence comportant sites de restriction et de clonage et le 
site de fixation de la seconde amorce PCR (schema 2, Figure 3). 

On dispose en outre de deux amorces 1 et 2, compieroentaires 
respectivement des extremites des 'candidats" et d'un selecteur; Get 
oligonucleotide selecteur forme, apres fixation k la partie complementaire 
des candidats, un site de restriction pour l'enzyme Sac I. Le site de fixation 
du selecteur est place de telle sorte qu'il soit inaccessible lorsqu'un 
oligonucleotide candidat est hybride k la structure Py-Pu. 

Des candidats Aptastrucs (c'est-i-dire une population de 
416 = 4,29.10^ oligonucleotides) ont ete testes sur la structure Py-Pu, en 
presence du selecteur. Ce melange est ensuite soumis k Taction de Sac I. 
Les candidats ayant une affinite pour la structure Py-Pu restent intacts 
tandis que les autres, apres association au selecteur, sont coupes. Les 
amorces 1 et 2 sont alors ajoutees pour amplification par PCR 
(polymerisation en chaine). Les candidats ayant fixe le selecteur ne seront 
pas amplifies puisque Taction de Sac I elimine la sequence de fixation de 
I'amorce 1. Apres trois cycles (selection/amplification), les candidats sont 
clones dans pUC19. Le plasmide est propage dans £ coli et l'insert est 
sequence. 



1- Effet biologiquc des Aptastrucs seicctionnes sur l'6pingle 
Py-Pu 

On a choisi dix clones au hasard et etabli la sequence des candidats 
selectionnes. Ces candidats ont tous des sequences qui ne permettent pas de 
prevoir une interaction avec la cible via des appariements Watson-Crick 
ou des liaison Hoogsteen (directs ou inverses). 

Trois des candidats s£lectionnes ont ete synthases chimiquement 
et testes pour leur affinite pour Pepingle Py-Pu qui avait servi k les 
seiectionner. La region variable de 16 nucleotides de trois de ces candidats 
a ete determinee. Ces sequences : 5* TAC GAA CGT AGG CTAG, 5' ACC ATT GTG 
T GGGGTG et 5* GAAC TAT AA CGT GG CA ne permettent pas de proposer une 
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structure pour les complexes faisant intervenir des interactions connues. 
Les oligonucleotides d, C 2 et C 3 de 26 nucleotides composes du motif fixe de 
10 pyrimidines suivis du cdte 3' de 1'une des regions variables de 16 
nucleotides determines ci-dessus ont £te synthetises (Figure 1). Leur 
interaction avec la structure cible a 6t6 suivie par eiectrophorese sur gel 
de polyacrylamlde en conditions non denaturantes (Figure 3) et par 
courbe de denaturation thermique. Les courbes de transition de la figure 4 
indiquent un hyperchromisme assocte a la destruction du complexe C 3 - 
cible par elevation de la temperature. Une experience analogue a et6 
rtalis^e avec l'hexamere 5'CTCCCT. Aucune transition ne peut etre deceiee 
dans la region (t-35°C) ou une variation d'absorbance a <§te detect^e avec 
C3. indiquant que dans ce dernier cas 1 'hyperchromisme observe" n'est pas 
du a la seule rupture des six paires de bases Watson-Crick. Les deux 
m^thodes eiectrophorese et absorption UV, montrent que les trois 
15 candidats forment des complexes avec l'epingle cible. Les oligomeres C, C 2 
etC 3 deplacent l'hexamere complementaire de la region en simple brin a 
la base de l'epingle. Des experiences de competition ont montrt que les 
complexes entre les candidats C,,C 2 et C 3 et la cible font intervenir des 

interactions plus fortes que les six paires pyrimidine-purines adjacentes a 
20 la tige de l'epingle. 

Les trois candidats baptises C lt C 2 et C 3 ont une mobilite 
61ectrophordtique ralentie. sur un gel de polyacrylamide non denaturant, 
lorsqu'ils sont mis en presence de la cible Py-Pu, indiquant la formation 
de complexes. 
25 2. Blocage d'une enzyme de restriction 

Un site de restriction (Rsa 1) a ete place dans la tige de l'epingle Py-Pu, a 
proximite immediate de la boucle (schema 2, Figure 3). Les trois candidats 
C lt C 2 et C 3 , empechent Paction de Rsa 1 (Ces oligonucleotides n'ont aucun 
effet sur Pactivite de Penzyme sur d'autres sites). 
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3. Materiels et methodes 
3.1. Oligonucleotides et enzymes 
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Les oligod6soxynucleotides ont et* synthdtis^s sur un synthetiseur 
automatism, Millipore 7500 mettant en oeuvre la chimie de synthese au 
phophoramidite. On a prepare une population d'oligonucleotides 
"candidats" en introduisant dans le synthetiseur un melange 
stoechiometrique des quatre synthons (A, T, G et C) a chacune des positions 
de la sequence. Tous les oligonucleotides ont 6t6 purifies en une dtape par 
HPLC sur colonne a phase inverse eluee avec un gradient d'acetonitrile 0- 
50 96 dans un tampon d 'acetate d'amonium 100 mM pH 7. Les 
oligonucleotides ont <5te analyses par <§lectrophorese sur gel de 
polyacrylamide/uree, apres marquage a I'extremirt 5' avec des [32pj Y ATP 
(llOTBq/mmole, NEN) et la polynucleotide kinase de T4, selon les 
protocoles conventionnels. La polynucleotide kinase et 1 'enzyme de 
restriction Sad ont Hi obtenus chez Promega. La Taq polymerase a 6te 
obtenue chez Stehelin et Cie. 



3.2. Analyse des hybrides 

L'association entre la cible en epingle a cheveux et les candidats 
selection^* a 6te suivie et visualisee par Slectrophorese sur gel dans des 
conditions non denaturantes. La population d'oligonucleotides "candidats" 
20 marques a I'extremite 5' a <5te melangee avec un exces de sequences cibles 
(en exces d'un facteur 10) dans un tampon achate. Tris 50 mM pH 6 
contenant 10 mM de MgCl 2 . lis ont ete charges sur un gel de 

polyacrylamide 15 % dans le meme tampon et exposes a 12 mA pendant 16 
heures a 4° C. 

Les complexes d'oligonucleotides ont egalement <he caracterises par 
enregistrement des courbes de fusion suivies par absorption UV. Un 
melange candidats/cibles (1/1) (0,7 H M chacun) dans un tampon Tris 50 
mM HC1 pH 6 contenant 10 mM MgCl 2 , places dans une cellule de quartz, de 
trajet optique 1 cm. L'ensemble est dispose dans un portoir thermostate 
pilote par un controleur HUBER. La temperature est flevee de 0,5'C par 
minute pendant que l'absorbance est enregistree a 260 nm. 
3.3. Selection 
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Les sequences des oligonucleotides cibles, candidats et selecteurs 
sont donnas sur la figure 1. Le m&ange contenant 33 nM de cible et 16 6 
MM de selecteur et candidats est chauffe pendant 5 minutes a 75'C dans un 
tampon 50mM Tris acetate pH 6 contenant 10 mM MgCl 2 . Le melange 
d'oligonucleotides est ensuite ramen<§ a temperature ambiante et mis sur la 
glace pendant 30 minutes au moins. Apres adition de 20 unites d'enzyme 
Sad les echantillons sont incubes pendant 20 heures a 21'C. Apres 
digestion, l'ADN est mis a precipiter et redissous dans 10 nl d'HjO pour 
ampification. 

L'ADN a ete amplifie avec la Taq polymerase (0.2Su) dans le tampon 
fournit avec l'enzyme dans 50 ,*1 de melange de reaction contenant 0,4 mM 
de chacun des quatres NTPs et 1 nM de chaque amorce. Apres denaturation 
(10 minutes a 95'C) l'enzyme est ajoutee et ^amplification est effectuee 
pendant 30 cycles (10 secondes a 95'C, 30 secondes rehybridation a 40'C, 30 
secondes a 72'C). Le melange amplifie est precipite par 60 nl d'ethanol 
suivant l'addition de 15 „1 d'acetate ammonium 10 M. Le precipite est 
recupere par centrifuguation sur un micro-centrifugeur, puis lave avec 
de 1'ethanol 70 % et dissous dans de l'eau pour une deuxieme etape 
d'amplification. Ceci est effectue dans les memes conditions, excepte que 
20 l'on utilise alors uniquement l'amorce 1. 



15 



3.4. Clonage et sequencage 

Apres quatre cycles de selection, l'ADN genere par amplification en 
presence des deux amorces 1 et 2, a ete digere Sad et Ndell, puis clone dans 
2o le plasmide pUC19, digere par Sad et BamHI. Ndell et BamHI generent des 
sites compatibles pour la ligation. Des colonies blanches ont ete 
selectionnees, le plasmide a 6te isole, les inserts sequences en utilisant un 
kit base sur la methode de terminaison de chaines dideoxy. 
4. Rdsultats 

30 La structure cible utilisee ici etait une epingle a cheveux d'ADN 

representee sur la figure 1 comportant une boucle de 8 nucleotides et une 
tige formee de 13 paires de bases. Cette tige est flanquee sur la branche 
amont 5' d'une suite de 10 bases comprenant une sequence de 6 purines 
adjacentes a la tige. 

35 
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Les candidats longs de 45 nucleotides comprenaient de 5' a 3' : 

1. Un site de liaison d'amorce 5" pour la reaction PCR et un site de 
restriction Sad ; 

2. Six pyrimidines complementaires de la sequence purine en 
simple brin a la base de l'epingle a cheveux ; 

3. Quatre thymines ; 

4. Seize nucleotides aleatoires, un melange de quatre synthons <Stant 
introduit systematiquement a chacune de seize positions ; 

5. Un site de liaison de l'amorce 3', contenant un site de clonage 
Ndell (Figure 1). La synthese de la population de candidats a ete 
effectuee a une echelle de 0.2 K mole. En consequence, on s'attend a 
voir apparaitre 2,8 x 107 fois chacune des 4.29 x 109 sequences 
possibles. 



15 4.1. Selection d'oligonucleotides Aptastruc 

La selection des candidats oligonucleotides presentant une affinite 
pour la cible implique l'utilisation d'un oligonucleotide selecteur qui 
apres liaison a un candidal genere un site de restriction Sad. La sequence 
5' GAGCTC reconnue par l'enzyme est situee dans la sequence de 
20 ^oligonucleotide candidal a une telle position que l'association de la cible 
avec Ie candidal empeche la liaison du selecteur et le clivage de la partie 5' 
terminate du candidal par Sad. Comme la region correspond au site de 
liaison d'une des amorces utilisees pour la reaction PCR, seuls les 
oligonucleotides candidats proteges de la digestion par Sad, c'est-a-dire, 
25 lies a la cible, sont disponibles pour l'amplification (Figure 2). 

Les candidats selectionnes par digestion Sad, sont ensuite amplifies 
en deux etapes (voir Materiel et Methode ci-dessus) pour generer une 
population de candidats enrichis en sequences reconnaissant la structure 
cible. Ce melange est utilise pour un deuxieme cycle de selection. Quatre 
30 cycles identiques de selection sont effectues successivemem a la fin 
desquels les candidats selectionnes sont clones dans le plasmide pUC19. 
L'ADN est extrait des clones recombinants et les inserts sont sequences. 
Des sequences de la region de 16 bases correspondant aux fragments 
aleatoires de trois candidats sont donnees ci-dessous : 
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4.2. Liaisons des candidate selectionnes a la dble 

Trois oligonucleotides 26 mere C U C 2 etC 3 des sequences identifies 
ci-dessus ont ete synthetises chimiquement sur un synthetiseur 
automatique, et on a etudie leur faculte de se lier a la cible d'ADN (Figure 
1). Ces oligonucleotides ont dte concus par liaison des sequences 16-mere 
selectionnees par le biais du motif conserve 5" CTCCCTTTTT capable de 
former six paires de bases avec l'extremite 3' de la cible. Comme montre 
sur la Figure 3, chacun des trois candidats donnait lieu a une bande de 
mobilite reduite sur gel de polyacrylamide apres avoir ete melange a la 
sequence cible et soumis a une electrophorese sur gel de polyacrylamide 
15 dans des conditions non denaturantes. Cette mobilite reduite indique la 
formation d'hybrides stables candidats/cibles dans des conditions de 
temperature (4'C) et ionique (50 mM Tris, 10 mM Mg2*) utiises pour ces 
experiences. 

On a egalement effectue 1 'analyse des courbes de fusion de ces 
complexes par absorption UV. La sequence cible seule presente une 
temperature de demi hybridation (Tm) d'environ 72'C correspondant a la 
structure en epingle a cheveux non repliee. En presence de l'un des 
candidats d. C 2 ou C 3 , la courbe de fusion presentait encore une 
temperature de transition elevee. En outre, la variation de l'absorbance a 
des temperatures inferieures, indique un comportement different de celui 
observe avec la cible seule. En particulier une zone de transition large 
avec un point mediant autour de 30'C est observe avec C 3 indiquant la 
dissociation d'un complexe de cooperativite limite (Figure 5). 

Les proprietes observees des complexes formes avec Ci,C 2 ouC 3 
n'etaient pas seulement dues a la formation de six paires de bases avec la 
region mono brin 3' de la tige de la cible. On a effectue les experiences de 
competition suivantes. Un exces de 10 fois de l'hexamere 5' CTCCCT par 
rapport a C 2 etait necessaire pour reduire de 50 % la quantite de complexes 
C 2 -cible. 
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4.3. Effet des candidats Aptastrucs sur la traduction 

L'epingle Py-Pu decrite sur la figure 1 a ete utilisee pour generer 
une cible ARN pour les aptastrucs selectionnes selon le processus 
prealablement decrit. En fait, il s'agit d'un derive delete des trois paires de 
bases cat/ gta a pr0 ximite de la boucle. Cette epingle Py-Pa/A a tt6 inseree 
dans la region "polylinker" du vecteur pGEM-luc (PROMEGA), c'est-a-dire 
en aval du promoteur SD6 et de la sequence codant pour la luciferase. Cette 
construction in vitro et les messages ainsi obtenus ont ete exprimes en 
extrait acellulaire (germes de ble). L'activite luciferase a ete suivie par la 
Iuminometrie en absence et en presence d 'oligonucleotides aptastrucs. Les 
premiers resultats montrent que le candidat CI produit une inhibition de 
l'activite luciferase. Cet effet est specifique : aucun effet de CI n'est 
detecte sur l'expression de la luciferase exprimee a partir du plasmide 
parent pGEM-luc ne portant pas l'epingle cible de CI. En outre, il faut 
noter que l'effet sur pGEM-luc Py-Pu A est plus important que celui 
produit par des 26 mere susceptibles de faire un complexe double epingle 
via des interactions canoniques decrites dans Brossalina et Toulme, 1993, J. 
Am. Chem. Soc, et demontre done 1'interet des oligonucleotides aptastrucs 
comme inhibiteur specifique de l'expression des genes. 
20 EXEMPLEJI : Selection in vitro d'Aptstrucs anti-TAR 

La sequence "TAR" du genome du VIH est le site de fixation d'une 
proteine virale (tat). Le couple tat-TAR constitue un element important 
pour le controle de l'expression des genes du retrovirus. Un ligand qui se 
fixerait fortement et specifiquement sur la sequence TAR pourrait done 
25 bloquer la fonction assuree par la proteine tat. Le motif TAR est constitue 
par un element structure en epingle a cheveux imparfaite. Cet element a 
6te choisi comme cible pour des oligonucleotides selectionnes in vitro, au 
sein d'une population aleatoire, selon le procede decrit. La sequence 
aleatoire est longue de 15 nucleotides. Une population de 415 = 1,07 109 
candidats a done ete generee par synthese chimique. Cette portion 
aleatoire est associee a un motif fixe de 6 nucleotides servant a ancrer les 
candidats sur la cible. Quatre families de 415 candidats ont ete concues et 
testees qui different par la sequence l'ancre, complementaire au sens 
Watson-Crick, de differentes parties de 1'epingle TAR. Ces families ont 



30 



WO 96/04374 



PCT/FR95/0I036 



21 



10 



necessite l'emploi d 'oligonucleotide selecteur et d'enzyme de selection 
different*. Au terme du processus de selection / amplification, 28 candidats 
ont ete identifies : 12 pour la faraille I, 7 pour la famille II, 3 pour la 
famille III et 6 pour la famille IV. Leurs sequences sont lndiquees ci- 
dessous. II est remarquable que la meme sequence a <§te s&ectionnee 
plusieurs fois. Par exemple, les trois candidats de la famille III sont 
identiques. Les candidats synthetises de facon definie se sont revels aptes 
a se fixer a 1'epingle TAR et a entrer en competition avec un polypepUde 
denve 1 de tat, se fixant sur le motif TAR. 



Dans les sequences des 28 candidats anti-TAR ci-a P res. le motif de 
six nucleotides en italique (a droite en 3' ou a gauche en S') correspond a 
l'ancre et est done commun a tous les candidats d'une famille 
FAMII.I.F I 

15 TCCCA GTCTTCA CTGGGA TGG 

TCCCA GCGCA GCCA TCGACTT 
TCCCA GGTGACGGGTTAA CA T 
TCCCAGGGAGGGA TCTATTCC 



20 TCCCA GA GTGTCA TCCTGGCT 

TCCCAGTGGCCCCGCAGTGTC 
TCCCAGAGGCCGCTGCAA TGT 
TCCCA GAA TGGTGTTGCTCCG 
TCCCAGGAGTGTCAA TCGGGT 
25 TCCCAGGATGTCATAACACCT 
TCCCA GTTTCCGAA TGGCGGT 
TCCCA GTTCGTCTTGGTTCGT 
FAMH.I.F TT 

TGGGA TA TCCAGCTGTCCCAG 
30 TGG GA TA TCGA GCGCTCCCA G 

TCAA TGTGCCAA TGCTCCCA G 
CGGA CAGCGCCTTCTTCCCAG 
GTGGCAGAA GCTCTTTCCCA G 
GGCAA TTCGA TGTCA TCCCAG 
35 TGGGTGGTTTGGGTCTCCCAG 
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A GGTGCTTGGA GCCGTAA CCA 
AGGTGCTTGGAGCCGTAA CCA 
AGGTGCTTGGAGCCGTAACCA 
5 FAMILLE IV 

TCTAACGCCGCATCGGGGTCG 
TCTAA CTTTGGCGGGTCTCTC 
TCTAA CGGTGC6CGGGTGTCC 
TCTAA CGAA CTTCGGTTTCA 
10 TCTAACTTTGGCGGGTCTCTG 
TCTAA CGGGTGCCTACTCGTT 
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IDENTIFICATEUR DE SEQUENCE 
( 1 ) INFORMATIONS GENERALES : 
(i) 



(H) 

(Hi) 

(iv) 



(v) DATE DE LA DEMANDE ACTUELLE : 

(A) NUMERODE LA DEMANDE: 

(B) DATE DU DEPOT: 

( vi ) DATE DE LA DEMANDE ANTERIEURE • 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE : 

(B) DATE DE DEPOT: 

(C) CLASSIFICATION : 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ.ID N* : 1 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( i v ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N* : 1 : 
TCCCAGTCTTCACTGGCATGG 



DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 

RECHERCHE MEDICALE (INSERM) 

(B) RUE: 101 Rue de Tolbiac 

(C) VILLE : PARIS 

(D) ETAT OU PROVINCE : 

(E) PAYS : FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 

(G) TELEPHONE : 45 23 60 00 

(H) TELEFAX: 45 846856 

TITRE DE ^INVENTION : OLIGO APTASTRUCS 
NOMBRE DE SEQUENCES : 

FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: DISQUETTE 

(B) ORDINATEUR: MACINTOSH 

(C) SYSTEME D'EXPLOITATION : MAC OS - SYSTEME 7 

(D) LOGICIEL : WORD PERFECT VERSION 2.0 
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( 3 ) INFORMATIONS POUR 1A SEQ. ID N" : 2 : 

(i) CARACTERISTIQUESDEIA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

( iii ) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 2 : 
TCCCAGCGCAGCCATCGACTT 

(4) INFORMATIONS POUR LA SEQ, ID N" : 3 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N* : 3 : 
TCCCAGGTGACGGGTTAACAT 

(5 ) INFORMATIONS POUR LA SEQ. ID N" : 4 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ. ID N* : 4 : 
TCCCAGGGAGGGATCTATTCC 

(6) INFORMATIONS POUR LA SEQ.ID N* : 5 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) . ANTIrSENS : OUI 
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(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N* : 5 : 
TCCCAGACTGTCATCCTGGCT 

(7) INFORMATIONS POUR LA SEQID N° : 6 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIOJJE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N*: 6 : 
TCCCAGTGGCCCCGCAGTGTC 

(8) INFORMATIONS POUR LA SEQID N* : 7 : 

(i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 7 : 
TCCCAGAGGCCGCTGCAATGT 

(9) INFORMATIONS POUR LA SEQID N* : 8 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR : 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS: OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 8 : 
TCCCAGAATGGTGTTGCTCCG 
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( 10) INFORMATIONS POUR LA SEQ. ID N° : 9 : 

( i) CARACTERISTIOJJES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS: OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 
( i v ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.1D N* : 9 : 
TCCCAGGAGTGTCAATCGGGT 

(11) INFORMATIONS POUR LA SEOJD N* : 10 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

( iii ) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ. ID N* : 10 : 
TCCGAGGATGTCATAACACCT 

(12) INFORMATIONS POUR LA SEQ. ID N* : 1 1 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ, ID N* : 11 : 
TCCCAGTTTCCGAATGGCGGT 

(13) INFORMATIONS POUR LA SEQ, ID N* : 12 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) . ANTI-SENS : OUI 
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(iii) CARACTER1STIQJJE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N* : 12 : 
TCCCAGTTCGTCTTGCTTCGT 

(14) INFORMATIONS POUR LA SEQID N* : 13 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( iv ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N* : 1 3 : 
TGGGATATCCAGCTGTCCCAG 

(15) INFORMATIONS POUR LA SEQID N" : 1.4 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N" : 14 : 
TGGGATATCGAGCGCTCCCAG 

(16) INFORMATIONS POUR LA SEQID N* : 15 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N* : 15 : 
TCAATGTGCCAATGCTCCCAG 
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(17) INFORMATIONS POUR LA SBQ.ID N* : 16 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

( i i i ) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 
(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 16 : 
CGGACAGCGCCTTCTTCCCAG 

(18) INFORMATIONS POUR LA SEQ.ID N* : 17 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

( iii ) CARACTERISnQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( i v ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE :SEQ.IDN°: 17: 
GTGGCAGAAGCTCTTTCCCAG 

(19) INFORMATIONS POUR LA SEOJD N° : 18 : 

( i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

( iii ) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N* : 18 : 
GGCAATTCGATGTCATCCCAG 

(20) INFORMATIONS POUR LA SEQ.ID N* : 19 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) - ANTI-SENS : OUI 
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( i i i ) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 
(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N*: 19 : 
TGG6TGGTTTGGGTCTCCCAG 
(2 1 ) INFORMATIONS POUR LA SEQID N* : 20 : 

( i ) CARACTERISTIQ.UES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii ) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N° : 20 : 
AGGTGCTTGGAGCCGTAACCA 

(22) INFORMATIONS POUR LA SEQID N* : 21 : 

( i ) CARACTERISTIQJJES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

( iii ) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N" : 21 : 
AGGTGCTTGGAGCCGTAACCA 

(23 ) INFORMATIONS POUR LA SEQID N* : 22 : 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N* : 22 : 
AGGTGCTTGGAGCCGTAACCA 
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(24) INFORMATIONS POUR LA SEQ.ID N* : 23 : 

(i) CARACTERISnQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS: OU1 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 
( i v ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N* : 23 : 
TCTAACGCCGCATCGGGGTCG 

(25) INFORMATIONS POUR LA SEQ.ID N* : 24 : 

(i) . CARACTERISTIQ.UES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

( iii ) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N° : 24 : 
TCTAACTTTGGCGGGTCTCTC 

(26) INFORMATIONS POUR LASEQ.IDN" : 25 : 

( i ) CARACTERISTIQiJES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS: OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( i v ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ.ID N* : 25 : 
TCTAACGGTGCGCGGGTGTCC 

(27) INFORMATIONS POUR LA SEQ.ID N* : 26 : 

( i ) CARACTERISnQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) . ANn-SENS: OUI 
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(iii) CARACTERISTIQJJE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIFnON DE LA SEQUENCE: SEQID N* : 26 : 
TCTAACGAACTTCGGTTTCA 

(28) INFORMATIONS POUR LA SEQID N* : 27 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE : ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQID N°: 27: 
TCTAACTTTGGCGGGTCTCTG 

(29) INFORMATIONS POUR LA SEQID N° : 28 : 

(i) CARACTERISTIOJJESDE LA SEQUENCE- 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: ADN 

(C) NOMBRE DE BRINS : 1 

(ii) ANTI-SENS : OUI 

(iii) CARACTERISTIQUE : LIAISON AU GENE TAR DU VIH 

( iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQID N" : 28 : 
TCTAACGGGTGCCTACTCGTT 
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REVKNDIPATfnM*: 



10 



20 



25 



30 



35 



1. Oligonucleotide Aptastruc caracterise en ce qu'il presente une 
affinite pour une sequence cible d'acide nuclelqie ADN ou ARN a structure 
non lineaire, caracterise en ce qu'il comprend une sequence de bases 
nucl&ques qui ne permet pas une interaction canonique avec la sequence 
cible et qu'il forme un complexe avec ladite sequence cible. 



2. Oligonucleotide selon la revendication 1. caracterise en ce qu'il 
presente une affinite pour une sequence cible d'ADN ou d'ARN 
coraportant un fragment simple brin a structure lineaire adjacent a une 
structure non lineaire, et il comporte une sequence complementaire d'une 
partie dudit fragment simple brin lineaire de la cible et le reste de la 
15 sequence de 1 'oligonucleotide constituant sa majeure partie, ne permet pas 
une interaction canonique avec la sequence cible. 



3. Oligonucleotide selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il 
forme un complexe avec la sequence cible plus stable que le complexe 
forme par un oligonucleotide constitue par la seule sequence 
complementaire dudit fragment simple brin a structure lineaire, avec la 
meme sequence cible. 

4. Oligonucleotide selon 1'une des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que la sequence cible presente une structure auto-appariee en 
epingle a cheveux prolongee par une region simple brin non appariee et 
la sequence de 1'oligonucleotide Aptastruc est pour partie complementaire 
de la sequence de ladite region simple brin. 

5. Oligonucleotide selon 1'une des revendications 1 a 3. caracterise 
en ce qu'il comporte de 15 a 50 nucleotides. 

6. Oligonucleotide selon 1'une des revendications 2 4 5, caracterise 
en ce qu'il comporte un fragment de 0 a 10 nucleotides de sequences 
complementaires a une region simple brin de la sequence cible, couple a 
un fragment de 10 k 35 nucleotides non complementaires de la sequence 
primaire de la sequence cible. 
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7. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 k 6 caracterise 
en ce que la sequence cible est une sequence a structure non lineaire d'un 
acide nucieique ADN ou ARN qui commande l'expression d'un g£ne 
applique dans une pathologie humaine ou animate. 

5 

8. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 k 7, caracterise 
en ce qu'il permet le blocage du developpement d'un virus, d'une bacterie 
ou d'un parasite. 

10 9 - A titr *e de medicament un oligonucleotide selon Tune des 

revendications 14 8. 

10. Procede de preparation par selection in vitro d'un 
oligonucleotide selon Tune des revendications pr£cedentes ( caracterise 
15 en ce que : 

a) on prepare une population d'oligonucieotides candidats de 
sequences aieatoires, 

b) on met cette population d'oligonucieotides candidats en presence 
de la sequence cible, les candidats etant en exces par rapport k la sequence 

20 cible, et 

c) on isole les oligonucleotides qui forment un complexe stable avec 
la sequence cible, et 

d) on amplifie les echantillons d'acide nucieique obtenu a 
l'etape c), 

25 e) on reitere plusieurs fois les etapes b) et c), en particulier de 1 k 

30 fois, 

11. Procede de preparation d'un oligonucleotide selon la 
revendication 10, caracterise en ce que : 
30 a) on prepare une population d'oligonucieotides candidats 

presentant de 5' en 3' : 

- une sequence correspondant k un premier site de restriction ; 

- un premier fragment de sequences compiementaires d'une partie 
d'un fragment simple brin k structure lineaire de la sequence 

35 cible ; 

- un second fragment de sequences aieatoires, et 
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- une sequence correspondant k un deuxieme site de restriction, 

b) on met cette population d'oligohucteotides candidats en presence 
de la sequence cible, et d'un oligonucleotide seiecteur, ledit 
oligonucleotide seiecteur etant compiementaire k une partie dudit premier 
fragment, les oligonucleotides candidats et s&ecteurs etant en excfcs par 
rapport k la cible. 

c) on soumet l'echantillon d'acide nucieique obtenu k l'etape b) k 
une etape de digestion par une enzyme ayant pour substrat le complexe 
d'hybridation forme par Foligonucleotide seiecteur et la partie dudit 
premier brin dont il est compiementaire, de sorte que les candidats ayant 
une affinite pour la sequence cible restent intacts et les autres aprts 
association au seiecteur sont coupes. 

d) on ajoute des amorces 1 et 2 compiementaires respectivement des 
extremites 3' et 5' des oligonucleotides candidats, lesdites extremes 

15 correspondant auxdits premier et deuxieme sites de restriction. 

e) on effectue une amplification enzymatique de I'ADN de 
rechantillon. 

f) on reitere eventuellement les etapes b) k e) plusieurs fois, 
notamment de 1 k 30 fois, et 

20 g) on isole un oligonucleotide parmi ceux obtenus k l'etape f). 
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